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III. Evaluación Fisicoquímica e 
Inmunologíca de una quimera
VP6-NSP4 de rotavirus.
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IV. Objetivo General
• Diseñar, construir y caracterizar fisicoquimicamente
la quimera VP6-NSP4 de rotavirus usando técnicas
computacionales y experimentales con el propósito
de analizar su respuesta inmune en ratones.
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V. Objetivos Específicos
1.-Caracterizar dinámica y estructuralmente la quimera VP6-NSP4
mediante técnicas computacionales con el propósito de identificar
la regiones proteicas de afinidad química.
2.-Expresar, producir y purificar la proteína quimérica de rotavirus
VP6-NSP4 mediante la técnica de ADN recombinante.
3.- Analizar si la construcción quimérica VP6-NSP4 induce una
respuesta inmune protectora contra el reto con rotavirus murino
EDIM.
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VI. Introducción Rotavirus en el mundo
• 453 mil muertes
anuales (Who, 2013)
Tate et al., 2012
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VII. Rotavirus en México 
Tasa de mortalidad de neonatos en 2010 
–Chiapas 284
–Oaxaca 171
–Puebla 136
–Yucatán 117
–México 114
–Tlaxcala 111
–Veracruz 106
–Sonora 105
–Chihuahua 105 
–Quintana Roo 101 SiNaVE, 2012
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VIII. Rotavirus 
- 1973 Bishop 
- Gastroenteritis severa
- 11 segmentos de 
ARN bicatenario
Segmento de 
ARN
Proteína 
Estructura de Rotavirus 
Adaptado de Desselberger, 2014
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IX. Eficacia de vacunas
Rotarix
Rotateq
Región / país Eficacia de la vacuna contra gastroenteritis severa causada por 
rotavirus 
Europa 96%
Latinoamérica 85%
Sudáfrica 72%
Malawi 49%
2010 La Food and Drug Administration (FDA) de EE. UU retiro el uso de Rotarix debido a que se hallaron en la vacuna restos de ADN de un virus denominado circovirus 
porcino 1 (PCV-1). 
Región / país Eficacia de la vacuna contra gastroenteritis severa causada por 
rotavirus 
Finlandia 100%
Kenia 83%
Ghana 65%
Vietnam 75%
Latinoamérica 73%
Bangladesh 43%
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X. Rotarix vs RotaTeq
Características Rotarix RotaTeq
Productor GlaxoSmithKlineBiologicals Merck Sharp & Dohme
No. Serotipos Monovalente Pentavalente
Serotipos incluidos P1A[8] G1 P7[5] G1, P7[5] G2, P7[5] G3, 
P7[5] G4, P7[5] G7
Formulación Monodosis, liofilizada, 
reconstituir con buffer
Monodosis, liquida 
Dosis Dos Tres 
Edad de administración 2 y 4 meses 2, 4 y 6 meses
Cepa Bovino Humano-Bovino
Precio en México $1475.32 por dosis $1570.92 por dosis
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XI. VP6
• Alta inmunogenicidad
• Candidato vacunal contra 
rotavirus (Ward and 
McNeal,  2010)
• Conservada entre serotipos
• 50% virión
• 397 aminoácidos
Estructura de VP6 de
rotavirus bovino.
Mathieu et al. 2001
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XII. NSP4
• Enterotoxina (Ball et al., 1996)
• Unión a canales de Ca2+
• Unión con VP6 (Choi et al., 2006)
• 175 aminoácidos
Estructura de NSP4 de rotavirus de simio SA11.
Sastri et al., 2014
Unión a VP4 Unión a DLP
Dominio de 
Hélice superenrollada 
Citoplasma
Lumen RE
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• Diseñar, construir y caracterizar
fisicoquimicamente la quimera VP6-NSP4
de rotavirus usando técnicas
computacionales y experimentales con el
propósito de analizar su respuesta inmune
en ratones.
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- Microcalorimetría de 
titulación isotérmica
- Temperatura 
- pH ideal 
XIII. Diseño, expresión y evaluación de quimera
VP6-NSP4 
Análisis in 
silico 
Expresión de 
recombinantes 
Bacterias y 
plantas
Análisis in vitro 
Análisis 
Inmunológico 
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XIV. Análisis in silico
•Simulación individual en vacío
•Simulación molecular 
•Herramientas bioinformaticas: GROMACS, 
Pymol, Grace
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XV. Técnica de ADN recombinante
pRSET (A)
2.9kb
pT7 6x His MCS STOP
NSP4 -EcoR1Sac 1-
VP6 -EcoR1Sac 1-
VP6 NSP4Sac 1- -EcoR1
Hind III
Espacio periplasmático
PCR
VP6 NSP4
• Extracción 
Extracción 
Purificación 
Caracterización 
Extracto 
celular
Romper 
membran
a celular 
Romper pared 
celular 
21
XVI. Análisis Inmunológico 
Día 8
1ª inmunización 2ª inmunización 
21 días
Día 0 Día 2 Día 5Día 1 Día 3 Día 4 Día 6 Día 7
15 días
Recolección de 
heces 
ELISA
Infección 
intragástrica
EDIM
Niveles de 
anticuerpos en 
suero 
1.- PBS solo 
2.- VP6-NSP4
3.- VP6-NSP4r
4.- NSP4 
5.- NSP4r 
6.- VP6
BALB/c
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XVII. Análisis Inmunológico de neonatos 
Día 8
Preñar a ratonas 
Parto
21 días
Día 0 Día 2 Día 5Día 1 Día 3 Día 4 Día 6 Día 7
Recolección de 
heces 
ELISA
Infección 
intragástrica
EDIM
1.- PBS solo 
2.- VP6-NSP4
3.- VP6-NSP4r
4.- NSP4 
5.- NSP4r 
6.- VP6
Neonatos 5 
días
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XVIII. Avances 
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XIX. Análisis Bioinformático 
VP6 de rotavirus murino
• GenBank: AHN05769.1
• 397 aa
• Secuencia de aminoácidos en formato FASTA: 
• MDVLYSISRTLKDARDKIVEGTLYSNVSDLIQQFNQMLVTMNGN
EFQTGGINLPFRNWNFDFGLLGTTLLNLDANYVESARTTIDYFVD
FIDNVCMDEMVRESQRNGIAPQSDALRKLSGVKFRRINFNNSSE
YIENWNLQNRRQRTGFTFHKPNIFPYSASFTLNRSQPQHDNLM
GTMWLNAGSEIQVAGFDYSCAINAPANIQQFEHIVQLRRVLTTAT
ITLLPDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVILRPNNVEVEFLLNG
QIINTYQARFGTIVARNFDTIRLSFQLMRPPNMTPAVAALFPNAQ
PFEHHATVGLTLRIDSAICESVLADASETMLANVTSVRQEYAIPV
GPVFPPGMNWTDLITNYSPSREDNLQRVFTVASIRSMLVK 
CBLAST
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XX. 1QHD
•Rotavirus bovino
•Método experimental: 
Cristalografía de rayos X
• 398 residuos
Suite: Gromacs
- Minimizó energía
- Condiciones de frontera periódica
- Ensamble Estadístico: CANONICO  NVT (partículas, volumen, temperatura) 
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XXI. Análisis de temperatura de 
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XXIV. Desviación cuadrática promedio (RMSF) 
de los residuos de VP6min
202, 203
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XXV. Cambio conformacional 
VP6 vs VP6min
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XXVI. Contacto de residuos de VP6 a diferentes 
temperaturas 
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XXVII. Grafico de Ramachandran para residuos 
de VP6
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